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摘要 : 当前 生物 制药 领域 ， 由 于 成 本 压力 、 市 场 需求 急剧 波动 以 及 生物 仿制 药 的 
竞争 日 益 激 烈 , 现 有 的 生物 制造 技术 受到 诸多 挑战 , 生物 技术 公司 越 来 越 倾向 于 
开发 灵活 、 高 效 的 创新 型 生产 制造 工艺 。 灌 流 培 养 作 为 当前 哺乳 动物 细胞 培养 的 
重要 工艺 之 一 , 不 仅 可 以 通过 不 断 移 出 副 产 物 和 添加 营养 物 来 提供 有 利于 细胞 的 
稳定 环境 ， 以 解决 蛋白 质量 不 稳定 或 者 表达 量 偏 低 等 问题 , 还 可 以 通过 提高 单位 
体积 产 率 来 优化 产能 利用 率 并 提高 生产 效率 。 本 文 就 灌流 培养 用 于 哺乳 动物 细胞 
培养 的 研究 进展 做 了 系统 介绍 ， 并 为 其 进一步 开发 与 应 用 提供 参考 。 
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Abstract: In the current environment of biopharmaceuticals, cost pressures, rapidly fluctuating 
market demands and growing competition among biosimilars, existing bio-manufacturing 
technologies are challenged, and so that biotechnology companies are increasingly driven to 
develop innovative solutions for highly flexible and cost-effective manufacturing. As one of the 
important processes in mammalian cell culture, perfusion culture has two advantages. Firstly, it 
can provide a stable environment favorable to cells by continuously removing by-products and 
adding nutrients, so that it can solve the problems of unstable protein amount or low expression 
level. Also, it can optimize capacity utilization and increase production efficiency by increasing 
volumetric productivity. This paper systematically reviewed the progress of perfusion culture for 
mammalian cell culture, and it provides reference for further development and application. 
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1. 背景 介绍 


在 美国 或 欧洲 的 临床 开发 阶段 有 超过 900 种 生物 制药 产品 , 其 中 大 部 分 是 在 
哺乳 动物 细胞 培养 系统 中 生产 的 , 且 人 源 化 重组 香 白 的 加 工具 能 通过 哺乳 动物 细 
胞 培养 来 实现 , 因此 哺乳 动物 细胞 培养 工艺 的 开发 对 生物 制药 产业 显得 尤其 重要 


[D]D] 。 
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目前 ， 生 物 制 造 行业 最 主要 的 培养 模式 是 批 次 培养 和 补 料 批 次 培养 。 大 多 数 
生物 药物 分 子 是 不 稳定 的 , 在 批 次 和 补 料 批 次 培养 过 程 中 , 细胞 产生 的 代谢 产物 、 
死亡 细胞 释放 的 酶 、 以 及 渗透 压 的 增加 对 细胞 生长 都 是 不 利 的， 对 于 和 蛋白 质量 也 
是 不 利 的 外 。 随 着 人 们 对 生物 制药 工艺 的 深入 研究 ， 治 疗 性 蛋白 的 连续 一 体 化 生 
产 在 实验 室 、 临 床 领域 以 及 商业 制造 领域 正在 逐渐 取代 传统 的 批 次 培养 外。FDA 
等 监管 机 构 鼓 励 生产 工艺 的 改进 与 创新 ,， 其 中 包括 连续 性 制造 , 这 种 转变 受到 新 
兴 技 术 以 及 仿制 药 模型 研究 者 的 青睐 已 。 

灌流 培养 通过 不 断 移出 副 产 物 , 同时 补充 营养 物质 ， 因 此 可 提供 对 细胞 稳定 
且 有 利 的 生长 环境 。 与 批 次 培养 和 补 料 批 次 培养 相 比 ,灌流 培养 可 以 在 高 细胞 密 
度 环 境 下 长 时 间 维 持 稳 定 培养 环境 , 同时 降低 产物 在 培养 基 里 的 停留 时 间 , 这 有 
利于 提高 产品 质量 向 。Ahn 等 "I 研究 发 现 ， 灌 流 培 养 可 实现 培养 基 组 分 中 的 动态 
变化 对 蛋白 质 糖 基 化 的 影响 最 小 , 这 一 研究 结果 表明 灌流 塔 养 有 利于 提高 产品 质 


i 


对 于 细胞 培养 而 言 , 灌流 培养 并 不 是 一 种 新 兴 技 术 。 自 20 世纪 90 年 代 以 来 ， 
许多 商品 化 生物 药物 采用 灌流 培养 ， 例 如 阿 昔 单 抗 、B- 葡 糖 脑 昔 脂 酶 、 英 夫 利 昔 
单 抗 、 巴 利 昔 单 抗 、 干 扰 素 B-1a、 重 组 人 凝血 因子 VI KARA p, 

传统 的 灌流 培养 多 借助 微 载体 微 包 计 法 进行 连续 灌流 BI0001。 国内 现 已 有 
将 传统 灌流 培养 工艺 成 功用 于 生产 的 案例 , 药物 普 佑 克 ( 注 射 用 重组 人 尿 激酶 原 ) 
采用 无 血清 连续 灌流 培养 技术 实现 大 规模 生产 ， 用 于 急性 ST 段 抬 高 心肌 梗死 治 
疗 ， 该 药物 于 2011 年 成 功 上 市 021。 

当前 多 样 化 的 生产 环境 中 , 生物 技术 公司 越 来 越 倾向 于 开发 高 度 灵活 和 高 效 
能 的 生产 制造 工艺 由。 灌流 培养 作为 实现 提高 稳定 性 低 的 重组 蛋白 产量 的 有 效 手 
段 已 广泛 用 于 生物 工程 产业 外。 灌流 培养 能 够 凭借 小 型 生物 反应 器 生产 达到 补 料 
批 次 培养 大 规模 生产 所 得 的 蛋白 量 , 实现 了 培养 规模 小 型 化 , 增加 了 操作 的 灵活 
FE, 

2， 灌 流 培养 


2.1 细胞 截留 系统 


分 离 装 置 的 稳固 性 对 于 有 效 分 离 和 实现 高 细胞 密度 至 关 重 要 [al403。 目 前 ， 
用 于 灌流 培养 的 细胞 截留 系统 主要 有 两 种 , 切 向 流 过 滤 (Tangential flow filtration, 
TFF) 和 交替 切 向 流 过 滤 (Alternative tangential filtration; ATF) 。 对 于 TFF， 细 
胞 液 通 过 蠕动 泵 作用 形成 一 个 连续 的 环形 流动 方向 , 进入 纤维 膜 后 , 废 液 会 通过 
膜 排出 体系 之 外 , 细胞 会 随 着 环 路 重新 回 到 培养 体系 之 内 。ATF 是 通过 隔膜 泵 的 
往复 吹 吸 作用 ,实现 负 内 培养 基 在 截留 设备 中 的 往复 流动 , 同时 代谢 废物 会 随 着 
培养 基 通 过 膜 排出 而 细胞 截留 在 反应 器 内 。 使 用 ATF 时 ， 交 替 运 动 在 过 滤 膜 中 
产生 冲刷 作用 ， 有 助 于 防止 纤维 膜 堵塞 05。 并 且 ，ATF 在 提高 单位 体积 产 率 上 也 
ARA, Bosco B 等 09 研 究 表明 当 使 用 ATF 代替 内 部 旋转 过 滤器 Cinternal spin 
filter, ISF) 时 ， 单 位 体积 产 率 可 提高 50~70% 。 

ATF 是 目前 采用 更 多 的 一 种 方式 , 但 是 也 有 研究 发 现 ATF 在 提高 细胞 密度 上 
的 优势 不 如 TFF, 18 Clincke 等 上 报道 ， 在 密度 为 20~30x105cells/ mL 情况 下 使 
用 ATF 和 TFF 均 可 持续 培养 2 周 ; 在 高 密度 90-100x105cells/ mL 下 ， 使 用 ATF 


合 考虑 细胞 的 适用 程度 。 

目前 也 存在 一 些 新 型 细胞 截留 装置 用 于 灌流 培养 ，Kwon 等 (9 介绍 了 一 种 基 
于 惯性 分 离 的 微 流体 细胞 截留 系统 , 用 于 悬浮 哺乳 动物 细胞 的 灌流 培养 , 但 是 该 
装置 现 只 用 于 实验 室 规模 的 培养 。 
2.2 N 级 灌流 细胞 培养 

N 级 生物 反应 器 (生产 型 生物 反应 器 中 ， 由 于 营养 或 设备 限制 ， 细 胞 量 可 
迅速 达到 系统 容量 的 上 限 ， 细 胞 活力 迅速 下 降 和 内。N 级 生物 反应 器 在 使 用 灌流 培 
养 时 ， 实 现 对 细胞 密度 的 有 效 控制 可 以 防止 上 述 情况 ,并 且 细 胞 量 可 稳定 维持 较 
长 的 生产 期 。 通 常 使 用 半 连 续 或 连续 性 排 细 胞 来 控制 细胞 密度 。Karst 等 (站 人 使 
用 TFF ȘI ATF 通过 连续 性 排 细 胞 可 将 细胞 密度 控制 在 20, 40, 60 X 10° cells/ mL 
三 个 稳定 阶段 ， 每 个 阶段 可 维持 一 周 以 上 的 时 间 。 
2. 3 整合 连续 性 操作 

随 着 反应 器 灌流 培养 与 下 游 纯 化 的 结合 ， 连 续 性 操作 得 以 深入 研究 ， 其 优势 
也 越 来 越 明显 ， 它 有 利于 捕获 和 纯化 过 程 。 由 于 树脂 的 价格 昂贵 ， 增 加 捕获 步 又 


的 树脂 利用 率 显 得 越发 重要 。Steinebach 等 RY 介绍 了 一 种 连续 处 理 细 胞 培养 发 酵 
液 的 双 柱 捕获 系统 , 与 批 次 培养 的 连续 捕获 相 比 , 该 方法 的 树脂 杀 和 捕获 性 能 利 
用 率 提高 了 2.5 倍 ， 该 系统 同时 具有 预测 产量 、 生 产 率 和 产能 利用 率 等 工艺 性 能 
的 功能 。Angelo 等 2 在 最 近 的 中 试 规模 试验 中 确认 了 该 性 能 的 提高 。Steinebach 
等 3] 最 新 研究 表明 , 连续 捕获 过 程 的 灌流 培养 可 实现 纯度 更 高 的 蛋白 质 稳 定 的 生 
aa 

2.4 灌流 培养 工艺 的 应 用 


2.4.1 细胞 库 和 种 子 培养 

减少 种 子 培养 时 间 是 工艺 优化 的 一 个 重要 方面 C3, 为 了 缩短 接种 N 级 生物 反 
应 器 达到 所 需 活 细胞 密度 的 时 间 ， 提高 初始 细胞 量 是 一 种 有 效 方法 。 通常 可 采取 
两 种 方式 : 增加 接种 物体 积 或 浓度 。 增加 接种 体积 可 使 用 高 密度 冷冻 管 (如 5 mL 
冷冻 管 ) 或 冷冻 袋 (如 50 EX 100 mL AER) 来 实现 。 增 加 接种 物 浓度 可 使 用 
灌流 培养 技术 ， 该 技术 已 被 用 于 制备 高 密度 细胞 库 (HD Cell Bank) ， 通 过 在 
N-1 生物 反应 器 阶段 联合 使 用 高 密度 细胞 库 、 一 次 性 技术 和 灌流 培养 系统 ， 建 立 
了 新 型 种 子 细胞 培养 技术 Ia24。 这 种 新 技术 通过 减少 中 间 放 大 的 次 数 和 清洁 、 组 
装 、 灭 菌 等 人 为 操作 的 需求 来 降低 种 子 培养 过 程 的 复杂 性 。 
2.4.2 浓缩 补 料 批 次 培养 

浓缩 补 料 批 次 (Concentrated fed-batch, CFB) 细胞 培养 通过 使 用 灌流 培养 技 
术 ， 结 合 使 用 超 滤 模 块 截留 细胞 和 蛋白 产物 。CFB 可 实现 灵活 的 生产 ， 在 有 限 
的 体积 下 增 大 细胞 密度 , 使 得 小 型 生物 反应 器 的 产量 可 以 与 大 型 生物 反应 器 相 媲 
X. Yang 等 25 通过 制定 CFB 培养 并 将 其 应 用 于 两 种 细胞 系 ， 在 实验 室 规模 生物 
反应 器 上 进行 了 相关 试验 。 与 传统 的 补 料 批 次 培养 相 比 ，CFB 培养 将 细胞 系 A 
产量 提高 了 105% ， 细 胞 系 B 产量 提高 了 70%， 并 且 对 产品 质量 没有 明显 影响 ， 
细胞 系 B 的 电荷 异 质 性 还 有 所 改善 ， 这 表明 CFB 具有 工艺 和 产品 质量 的 优势 。 
2.4.3 混合 培养 工艺 


Hiller 等 29 在 混合 培养 工艺 研究 中 ， 培 养 前 4 天 使 用 灌流 培养 以 快速 增加 细 
胞 量 ， 之 后 停止 灌流 并 每 天 连续 补 加 浓缩 补 料 。 该 研究 使 用 5 种 CHO-k1 细胞 ， 
最 高 产 率 比 传统 补 料 批 次 培养 增加 2.5 倍 。 培 养 过 程 中 ， 细 胞 密度 达到 60~80 X 


10° cells/ mL， 灌 流 培养 基 消 耗 量 相对 较 低 〈 是 最 终生 物 反 应 器 体积 的 1~1.8 倍 ) 。 
该 工艺 通过 使 用 新 型 灌流 调控 系统 , 能 够 在 线 监控 并 上 自动 控制 灌流 速率 进而 实现 
自动 化 。 因 此 ， 该 工艺 可 改善 现 有 生产 线 的 性 能 。 
3. 灌流 培养 工艺 的 开发 
3.1 工艺 控制 

稳定 的 工艺 需要 适当 控制 培养 基 的 补 进 和 流出 速度 ， 保 持 所 需 的 灌流 速率 。 
通过 活 细 胞 浓度 的 实时 监测 、 稳 定理 想 的 细胞 特异 性 灌流 速率 (cell specific 
perfusion rate, CSPR) 以 及 灌流 速率 等 参数 来 调节 细胞 排出 量 ， 反 应 器 内 可 维持 
恒定 的 工作 体积 和 细胞 密度 。 没 有 细胞 密度 在 线 控制 系统 的 情况 下 ， 最 常 使 用 半 
连续 排 细 胞 方式 控制 细胞 量 。Karst 等 (通过 线 上 和 线 下 控制 系统 完成 连续 排 细 
胞 以 维持 细胞 密度 稳定 , 但 是 线 下 控制 水 平 对 生产 工艺 性 能 和 产品 质量 存在 一 定 
的 影响 ， 这 种 半 连 续 方式 在 商业 规模 的 生产 中 需 谨 慎 使 用 。 

单位 体积 产 率 和 产品 质量 是 生物 制药 细胞 培养 过 程 的 两 个 关键 性 能 指标 。 
Yang 等 PR" 使 用 三 种 不 同 的 CHO 细胞 系 灌流 培养 , 通过 提高 单位 体积 产 率 来 优化 
产能 利用 率 和 生产 效率 ， 同 时 能 保持 或 提高 产品 质量 。J. Rodriguez 等 [3] 研究 表 
HHE CHO 细胞 生产 重组 人 干扰 素 -B CB-IEND 时 , 低温 灌流 培养 与 批 次 培养 相 比 ， 
产 率 可 提高 3.5 倍 ， 单 位 体积 产 率 提升 7 倍 ， 并 且 可 降低 39% 的 聚集 体 和 提高 一 
定 的 生物 活性 。Hiller 等 8 研究 发 现在 生物 反应 器 中 进行 短 时 间 灌 流 ， 紧 接着 使 
用 高 浓缩 补 料 进行 常规 补 料 分 批 培养 , 与 传统 补 料 分 批 工艺 相 比 ,整体 产 率 增加 
it— fü. Warikoo 等 外 研究 表明 ， 灌 流 反 应 器 和 四 柱 式 周期 性 逆流 色谱 
(four-column periodic counter-current chromatography， PCC) 的 整合 系统 用 于 连 
续 捕 获 目 的 蛋白 ， 比 当前 灌流 或 补 料 分 批 培养 的 单位 体积 产 率 高 得 多 。 
3.2 培养 基 筛 选 

在 细胞 培养 开发 和 优化 过 程 中 ， 培 养 基 的 开发 是 最 重要 的 一 个 方面 。 一 方面 
是 因为 培养 基 对 于 工艺 性 能 而 言 是 首要 的 ， 另 一 方面 是 出 于 安全 考虑 。 第 一 种 细 
胞 培养 基 使 用 动物 衍生 制品 29,， 使 用 相应 产品 的 病人 将 暴露 于 许多 危险 因素 ,如 


解 灯 灌流 培养 基 ( 即 不 同 口 流入 以 便 能 够 更 好 地 控制 特定 营养 素 和 灌流 速率 ) 


的 概念 对 于 培养 基 开 发 有 了 新 的 启发 。Lin 等 Bo 使 用 基于 补 料 批 次 培养 工艺 的 基 
础 培养 基 和 浓缩 补 料 按 一 定 比 例 混合 获得 一 种 浓缩 培养 基 , 在 此 基础 上 进而 开发 
出 一 种 有 效 的 灌流 培养 基 , 在 获得 最 佳 比 例 并 调节 一 些 营养 物质 浓度 和 渗透 压 后 ， 
获得 的 培养 基 仪 需要 一 半 的 灌流 速度 就 可 维持 3.0 X 10° cells/mL 的 密度 。 这 为 灌 
流 培养 基 的 开发 提供 了 参考 作用 。 
3. 3 培养 规模 小 型 化 

微型 生物 反应 器 是 小 型 培养 的 另 一 种 选择 , 它 可 提供 pH 和 DO 在 线 监控 3， 
到 目前 为 止 主要 用 于 补 料 分 批 培养 ， 但 也 进行 了 一 些 半 连续 培养 基 交 换 试验 。 
Gomez 等 63 通过 使 用 半 连 续 摇 管 操作 和 灌流 反应 器 研究 了 13 个 克隆 , 并 以 此 优 
化 了 补 料 批 次 培养 过 程 。 最 近 , 一 些 商业 化 新 型 反应 系统 具备 连续 的 培养 基 交 换 
和 细胞 截留 能 力 , 这 些 设备 已 证 明 其 在 补 料 分 批 中 的 生产 效率 , 并 且 可 能 在 灌流 
过 程 开发 中 发 挥 重要 作用 ， 但 仍 需 要 更 多 数据 来 评估 其 全 部 潜力 。 
3.4 关键 质量 属性 


批量 生产 向 连续 性 生产 转型 的 驱动 因素 有 两 点 ， 一 方面 是 节省 运营 成 本 ， 更 
重要 的 是 提升 目的 蛋白 质量 内。 在 非 连续 生产 系统 中 ， 比 如 批 次 培养 和 补 料 批 次 
培养 中 ， 累 积 的 有 毒物 质 和 反应 副 产 物 对 目的 产物 的 质量 有 不 利 影响 牛 。 在 灌流 
培养 工艺 中 , 在 整个 培养 期 间 可 维持 稳定 的 培养 环境 ， 反 应 器 中 所 有 的 动力 学 参 
数 ， 包 括 与 杂质 或 翻译 后 修饰 有 关 的 动力 学 参数 ， 不 会 随时 间 变 化 ,因此 反应 器 
内 几乎 产生 相同 产物 ， 没 有 批 次 培养 和 补 料 批 次 培养 的 累积 效应 中 。 

Gomez 等 B3] 研 究 表明 ， 质 量 属 性 中 如 半 乳 糖 基 化 ， 非 岩 藻 糖 基 化 和 聚 体 在 
摇 管 和 小 型 生物 反应 器 模型 中 是 相当 的 , 其 他 质量 属性 更 多 地 取决 于 产品 停留 时 
间 ， 例 如 脱 酰 胺 ，C- 末 端 赖 氨 酸 化 和 剪 切 等 在 半 连 续 模 式 中 被 发 现 是 不 同 的 。 因 
此 ， 洪 流 培 养 可 通过 减少 产物 在 培养 基 内 的 停留 时 间 提 高 质量 属 ' 
4. REB 
4.1 灌流 培养 工艺 的 优势 

灌流 培养 通过 不 断 移 出 副 产 物 和 添加 营养 物 来 提供 有 利于 细胞 的 稳定 环境 。 
与 批 次 培养 和 补 料 批 次 培养 相 比 ,在 高 密度 细胞 环境 下 ,灌流 培养 模式 可 以 延长 


p 


恨 好 培养 环境 的 时 间 ， 降 低产 物 在 反应 器 内 的 停留 时 间 , 这 对 于 产品 质量 是 有 利 
的 ， 对 于 性 质 不 稳定 的 产品 也 是 必要 的 B5。 

此 外 ， 目 前 生物 技术 公司 需要 快速 调整 生产 能 力 以 适应 波动 的 市 场 需 求 ,来 
自生 物 仿制 药 公司 越 来 越 激烈 的 竞争 进一步 推动 降低 成 本 9B3。 与 补 料 批 次 培养 
相 比 , 灌流 培养 的 另外 一 种 优势 是 可 以 使 用 更 小 型 的 生物 反应 器 , 这 意味 着 灌流 
培养 可 以 减少 清洁 操作 , 其 较 小 的 反应 体积 可 使 用 一 次 性 生物 反应 器 代替 不 锈 钢 
反应 器 。 灌流 培养 除了 可 以 用 于 生产 生物 制品 以 外 , 还 可 以 用 于 生产 高 密度 种 子 
库 ， 细 胞 库 或 者 是 作为 蛋白 药物 生产 的 研究 工具 。 灌流 培养 可 以 以 高 细胞 密度 生 
产 目 的 蛋白 产物 来 补偿 低 细 胞 产 率 的 不 足 ， 这 将 节省 工艺 开发 的 人 力 需 求 。 

从 法 规 层面 来 看 , FDA 等 对 连续 连 生 产 持 开放 和 支持 的 态度 ， 他 们 认为 连续 
灌流 是 一 项 能 带 来 稳定 和 更 高 效 生产 的 技术 中 B4851。 由 于 灌流 培养 具备 多 样 化 产 
品 线 , 国内 一 些 大 型 生物 制药 企业 也 开始 尝试 从 传统 的 补 料 批 次 培养 向 灌流 培养 
转变 ， 以 期 待 解 决 传统 培养 工艺 存在 的 问题 。 

4. 2 灌流 培养 工艺 的 不 足 

灌流 培养 也 存在 缺点 ， 在 技术 开发 及 无 菌 工艺 上 存在 诸多 挑战 ， 并 且 培 养 产 
生 多 个 收集 批 次 的 产品 汇集 成 许多 中 等 体积 的 收集 物 不 断 累 积 , 需要 进一步 处 理 
[15], 

长 期 高 密度 细胞 的 灌流 培养 ， 多 数 细胞 截留 装置 堵 膜 的 风险 明显 提高 。 新 型 
细胞 截留 装置 的 产生 可 以 较 好 的 解决 这 一 问题 ,ATF 的 交 蔡 运动 在 过 滤 膜 中 产生 
冲刷 作用 ， 有 助 于 防止 纤维 膜 堵塞 (9。Xu 等 BE0 通 过 添加 聚 醚 〈 泊 洛 沙 姆 )》 来 优 
化 灌流 培养 基 , 添加 低 浓 度 聚 本 有 利于 产物 以 及 宿主 蛋白 透 过 细胞 截留 装置 ， 同 
时 对 细胞 具有 保护 作用 ， 这 一 点 有 利于 降低 堵 膜 的 风险 。 

内 外 治 流 培养 工艺 开发 所 用 的 灌流 培养 基 多 为 自主 开发 ， 目前 商品 化 的 治 
流 培养 基 十 分 有 限 ， 这 对 灌流 培养 工艺 的 开发 有 一 定 的 阻碍 。 灌流 培养 基 的 营养 
成 分 通常 比 普通 的 基础 培养 基 营养 丰富 , 研究 显示 ， 基 础 培养 基 与 浓缩 补 料 按 一 
定 比例 混合 制 成 的 灌流 培养 基 可 以 维持 较 高 的 细胞 密度 与 活 率 P3。Yang 等 27 研 
究 表明 ， 使 用 两 倍 浓 缩 的 培养 基 用 于 N-1 灌流 生物 反应 器 时 ， 可 降低 灌流 速率 ， 


同时 细胞 生长 速率 可 以 更 高 。 基于 此 研究 , 灌流 培养 基 的 开发 有 了 一 定 的 研究 方 
向 。 在 成 本 控制 方面 ，Xu 等 6 同时 研究 了 同一 细胞 在 不 同 工 艺 下 的 产 率 ， 发 现 
生物 反应 器 利用 率 高 时 , 灌流 培养 的 培养 基 成 本 有 望 低 于 补 料 分 批 培养 的 培养 基 
成 本 。 

生物 技术 领域 严格 的 质量 要 求 及 监管 要 求 下 ， 生 物 制 药 行业 追求 最 短 的 开发 
时 间 和 控制 最 少 的 成 本 , 这 些 因素 必然 导致 其 对 新 技术 的 实施 持 保 守 态 度 。 通常 
情况 下 ， 企 业 只 会 采取 渐进 式 优化 措施 ， 而 更 为 重要 的 技术 革新 不 再 那么 普遍 。 
生物 技术 创新 变 得 更 加 以 产品 为 中 心 的 创新 而 不 是 以 培养 工艺 为 中 心 的 创新 。 上 
述 商 业 驱 动 仍 然 占 据 主导 地 位 , 但 是 现 如 今 , 生物 技术 公司 需要 灵活 的 适应 大 量 
和 小 量 需 求 的 药物 (小 生境 或 孤儿 药 ) ， 最 好 能 在 同一 生产 线 内 完成 。 未 来 的 生 
物 制造 工厂 正在 从 大 型 单一 生产 线 向 更 小 、 更 多 元 化 、 更 灵活 的 生产 线 转 变 , X 
活 的 生产 线 使 公司 能 够 适应 不 断 变化 的 市 场 需求 下 。Yang 等 的 研究 表明 ， 灌 流 
培养 有 望 在 产能 上 实现 小 型 生产 设备 取代 大 型 生产 设备 的 目标 。 


5. 结语 


灌流 培养 作为 一 种 新 型 技术 极 大 的 拓展 了 人 们 对 生产 工艺 的 理解 ， 它 解决 了 
因 和 蛋白 质量 不 稳定 或 者 表达 量 偏 低 , 以 及 补 料 批 次 培养 无 法 保证 批 次 稳定 控制 等 
一 系列 问题 ， 而 且 可 去 除 中 间 一 些 不 必要 的 放大 步 又， 简化 了 生产 工艺 。 但 与 此 
同时 ,其 特定 的 培养 模式 也 面临 着 一 些 挑战 ， 比 如 如 何在 长 时 间 的 培养 中 防止 染 
菌 ， 验 证 从 收获 到 纯化 得 到 的 各 “ 亚 批 次 ”之 间 的 一 致 性 等 ， 这 些 问题 在 企业 临 
床 研究 申请 CONDO 时 会 显得 尤为 重要 。 

上 述 讨论 的 工艺 开发 关键 点 看 似 相互 分 离 ， 但 实则 牵 一 发 而 动 全 身 ， 实 际 过 
程 中 切 不 可 只 考虑 到 某 一 因素 对 结果 的 影响 , 而 应 采用 多 变量 分 析 的 方法 充分 考 
虑 不 同 变量 之 间 的 关系 ， 以 及 综合 效应 对 产物 表达 和 质量 的 影响 。 因 此 ， 实 现 高 
质量 蛋白 稳定 均一 表达 与 生产 的 连续 灌流 培养 工艺 还 需要 投入 更 多 的 时 间 和 精 
Var 
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